SCF（stem cell factor）のマウス巨核球造血に及ぼす影響 by 原田 芳巳
一　729　一
意医大誌　52（6）：729～735，1994
SCF（stem　cell　factor）のマウス
　　　　　巨核球造血に及ぼす影響
東京医科大学内科学教室（指導伊藤久雄教授）
　　　　　　原　　田　　芳　　巳
Effect　of　Soluble　Stem　Cell　Factor　on
　　　　Mouse　Megakaryocytopoiesis
Yoshimi　HARADA
Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　　　　　　（Director：ProL　Hisao　ITO）
　Megakaryocytopoiesis，　resulting　in　the　production　and　release　of　platelets，　is　a　multistage　process
of　cellular　differentiation　and　maturation　which　is　regulated　by　a　constellation　of　cytokines．
Interleukin　（IL）一6　has　been　shown　to　be　a　megakaryocyte　potentiator　（Meg－Pot）　which　promotes
the　maturation　of　immature　mouse　megakaryocytes．　ln　this　report，　using　the　seurm－free　culture
method，　the　effect　of　soluble　stem　cell　factor　（SCF／c－leit　ligand）　on　mouse　megakaryocytopoiesis
was　studied．　SCF　alone　did　not　stimulate　megakaryocyte　colony　formation，　but　did　so　in　combina－
tion　with　IL－3．　However，　this　effect　was　neutralized　when　anti－IL－6－antibody　was　added．　These
findings　suggest　that　SCF　stimulates　macrophages，　lymphocytes　and／or　marrow　stroma　cells　and
induces　them　to　secrete　IL－6．　IL－6　significantly　increased　the　size　and　DNA　content　of　megakar－
yocytes　in　the　presence　of　IL－3，　while　SCF　did　not　affect　the　DNA　content，　because　SCF　may
stimulate　and　secrete　inhibitory　factors　（e．g．，　transforming　growth　factor－6，　platelet　factor　4，
6－thromboglobulin）．　ln　conclusion，　this　study　shows　that　SCF　preferentially　stimulates　megakar－
yocyte　colony　formation　but　not　megakaryocytic　maturation，　and　that　the　action　is　indirect　via　IL－6
producing　cell　stimulation．
1．はじめに
　今日さまざまな造血因子が純化され，それらの血
液前駆細胞に与える影響が解明されてきている．巨
核球・血小板産生過程は未だ完全に明らかにされて
いないが，これは巨核球が他の造血細胞に比べて非
常に少数でその分離・定量が困難であること，巨核
球・血小板産生過程には他の系統の血球にみられな
い複雑な機構が存在することが研究の妨げとなって
きたからである．すなわち，巨核球の分化・成熟調
節機構には2種類の因子が必要であるといわれて
る1）．巨核球系の分化，成熟には巨核球コロニー刺激
因子（megakaryocyte　colony－stimulating　factor：
Meg－CSF）とMeg－CSFの存在下で巨核球コロニー
のDNA含量の増加，大きさの増加，成熟を促進さ
せる作用のある巨核球増幅因子　（megakaryocyte
（1994年9月7日受付，1994年9月18日受理）
Key　words：巨核球造血（Megakaryocytopoiesis），造血（Hematopoiesis），幹細胞刺激因子（Stem　cell　factor
（SCF）），c－kitリガンド（c－kit　ligand），インターロイキンー6（Interleukin（IL）一6）
（1）
一　730　一 東京医科大学雑誌 第52巻第6号
potentiator：Meg－Pot）である．Meg－CSFの作用の
ある造血因子としてインターロイキン　（interleu－
kin：IL）一32），二二球一マクロファージコロニー刺激
因子　（granulocyte－macrophage　colony・
stimulating　factor：GM－CSF）3），　Meg－Potの作用の
ある造血因子としてIL－64），　IL115），　erythropoietin
（Epo）6），　macrophage　colony－stimulating　factor
（M－CSF）7），　leukemia　inhibitory　factor（LIF）8）な
どが知られている．Stem　cell　factor（SCF），即ち
。－feitリセプターのリガンドは，近年純化され9），造
血に重要な役割りを演じていると考えられる．二二
球造血においてもIL－3やGM－CSFの存在下で強力
な分化増殖作用があるとされる10）一一17）．しかしながら
in　vitroの実験系においてもSCFは二言球以外の
細胞の分化・増殖も促し，その二二球造血に対する
作用は直接的なものか，何らかのほかの因子を分泌
刺激し，その因子を介して作用するものか明らかで
はない．
　そこで今回，SCFがマクロファージ，リンパ球，
骨髄ストローマ細胞などを刺激し，IL－6が分泌さ
れ，二三球造血に関与するとの仮説をたて，SCF，
IL－3，　IL6，抗IL－6抗体の巨鳥球造血に対する相互作
用について無血清培養法にて以下の実験を行った．
II．材料及び方法
　1．マウス
　雄性BALB／c，4～8週齢を使用した．
　2．造血因子（サイトカイン）
　SCFはキリンビール社より供与され，　IL3，　IL－6，
抗IL－6抗体はGenzyme社より購入した．実験に用
いたそれぞれのサイトカインは次の通りである．
　SCF：NIH／3　T　3細胞より得られたcDNAを大
腸菌K12系株に発現させたrecombinant　mouse
SCF．　IL－3：マウスTcell　Iymphoma　cell　lineであ
るLBRM－33細胞のcDNAを用い得られたrecom－
binant　mouse　IL－3，　IL－6：baculovirusに発現させ
たマウスThelper　cloneのcDNAを用い得られ
たrecombinant　mouse　IL6．抗IL6抗体：recom－
binant　mouse　IL6に対するモノクローナル抗体．
各サイトカインはSCF　50　ng／m1，　IL－3100　U／m1，
IL－650　ng／mlの濃度で使用し，抗IL6抗体は10
pt、g／mlの濃度で70　ng／mlのIL6を完全に中和す
ることがわかっているため，各種濃度で以下7系の
実験を行った．
　（1）　100　U／ml　IL－3
　（2）　100　U／ml　IL3十50　ng／ml　IL－6
　（3）100U／m11L－3＋50　ng／ml　lL－6＋10μg／ml抗
IL－6抗体
　（4）　50　ng／ml　SCF
　（5）50　ng／ml　SCF十100　U／ml　IL－3
　（6）50ng／ml　SCF＋100　U／ml　IL－3＋10μg／ml抗
IL－6抗体
　（7）　50　ng／ml　SCF十100　U／ml　IL－3十50　ng／ml　IL－
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　3．無血清培養法及び巨核球コロニー測定法
　培養材料
　1）プラスチック培養皿（LUX　5221）
　2）培養液
　以下の条件の培養液をあらかじめ作製しておく．
　（1）IMDM　（lscov’s　modified　DuLBEcco’s　me－
dium）（Gibco社）
　IMDM　17．7gを1，000　mlの蒸留水に溶解し炭
酸水素ナトリウム3．Og加えたものを1倍濃度の
IMDMとし，　IMDM　l7．7gを500　mlの蒸留水に
溶解し炭酸水素ナトリウム3．Og加えたものを2倍
濃度のIMDMとした．
　（2）ウシ血清アルブミン（Sigma社）
　Fraction　Vのウシ血清アルブミン10　gを40　m1
の蒸留水に溶き4℃で24時間暗所に静置し，レジ
ン1gを加え1時間放置する．その間15分毎に泡を
たてないようにガラス棒でゆっくり撹絆する．それ
をガーゼで濾過し，レジンを除き液量を測定し，同
量の2倍濃度のIMDMを加え，ミリポアフィルタ
ーを通して滅菌し一20℃で保存する．
　（3）トランスフェリン（Boehringer社）
　30ng／mlのトランスフェリンを4℃で保存す
る．
　（4）コレステロール（Sigma社）
　3．9 gのコレステロールに0．4mlの無水アルコ
ールを加え，50℃で1時間かけて溶解し，それに前
述したウシ血清アルブミン5m1，7％炭酸水素ナト
リウム0。2m1，1倍濃度のIMDM　45　mlを加え最
終濃度78μg／mlとし4℃で保存する．
　（5）寒天（Difco社）
　寒天0．3gを蒸留水25　mlとともにフラスコに入
れ，沸騰した水に15分間温浴し寒天を溶解し，1．2％
軟寒天を作製後41℃の恒温層で保存する．
　3）骨髄細胞
（2）
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　　　　　　　　Fig．　1　Megakaryocyte　colony
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　BALB／cマウスを頚椎脱臼で屠殺後大腿骨を取
り出して両骨端を切り，1倍濃度IMDM　lmlで試
験管の中に流し出す．その細胞浮遊液100μ1を900
μ1のトリパンブルーと混和，生細胞をカウントし，
2000個／μ1となるよう細胞浮遊液を調節する．
　4）無血清培養法
　この調節した細胞浮遊液に，先に用意したトラン
スフェリン0．1ml，コレステロール0．5ml，ウシ血
清アルブミン0．5ml，各種サイトカイン，1倍濃度の
IMDMを加え総量2．5mlとなるようにする．さら
に1．2％軟寒天1．25ml，2倍濃度のIMDM　1．25　ml
加え合計5mlとし，その1m1ずつを培養皿（LUX
5221）に分注する．即ち最終的に骨髄細胞2×105個／
ml，ウシ血清アルブミン1％，トランスフェリン600
μg／ml，コレステロール7．8μg／m1と各種濃度のサ
イトカインを0．3％軟寒天に埋め込むことになる．
これを370C　5％CO2の条件下で7日間培養す
る．
　5）三二球コロニー測定法
　培養終了後寒天ごと乾燥固定し，マウス巨核球に
特異的マーカーであるアセチルコリンエステラーゼ
（AchE）染色18）を施し，3個以上のAchE陽性細胞
からなる細胞集塊を巨核球コロニー（Fig．1）として
算定した．
　4．巨核球DNA含量の測定法
　培養終了後寒天ごと乾燥固定しフォイルゲン染色
を施し19）CAS　200　R（Cell　Analysis　System社）1こ
て巨核球DNA量を測定した．コントロールとして
同じ標本上にある成熟穎粒球のDNA量を10回測
定し，その平均を2Nとした．
III．結 果
　SCF，　IL－3，　IL・6の巨核球コロニー形成，コロニ
ーサイズに与える影響
　IL－3単独，　IL－3とIL－6，　SCF単独，　SCFとIL－
3，SCFとIL－3とIL－6，またIL3とIL－6，　SCFと
IL－3にそれぞれ抗IL－6抗体を無血清培養下で加え
た熱核球コロニー数をFig．2，3に示す．
　IL3単独に比べ，　IL－3とIL－6，　SCFとIL－3の培
養系で巨核球コロニー数は相乗的に増加した．SCF
単独ではコロニー形成を殆ど認めなかったが，IL－3
に添加することによってコロニー形成は促進した．
またIL－3とIL6にSCFを加えてのコロニー数の
増加は認めなかった．IL－3とIL－6，　SCFとIL－3の
いずれも抗IL－6抗体によってコロニー数を減少さ
せた．
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Fig．　2　The　number　of　megakaryocyte　colonies
　　formed　by　2　×　105　cells　is　shown．　Effect　of　IL－
　　3，　IL－3　plus　IL－6，　IL－3　plus　IL－6　plus　anti
　　IL－6　antibody，　and　SCF　plus　IL－3　plus　IL－6
　　0n　megakaryocyte　colonies．　Data　represent
　　the　mean±SD　of　pooled　data　from　three
　　separate　experiments．　Differences　between
　　colony　numbers　are　analyzed　using　the　non－
　　parametric　Wilcoxon　test．
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Fig．　4　Effect　of　cytokines　on　number　of　mega－
　　karyocyte　colony　forming　cells．
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Fig．　5　Effect　of　cytokines　on　number　of　mega－
　　karyocyte　colony　forming　cells．
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Fig．　3　The　number　of　megakaryocyte　colonies
　　formed　by　2　×　105　cells　is　shown．　Effect　of　IL－
　　3，　SCF　plus　IL－3，　SCF　plus　IL－3　Plus　anti
　　IL－6　antibody　and　SCF　on　megakar’yocyte
　　colonies．　Data　represent　the　mean±SD　of
　　pooled　data　from　three　separate　experi－
　　ments．　Differences　between　colony　numbers
　　are　analyzed　using　the　non－parametric　Wil－
　　coxon　test．
　各系のコロニーサイズをFig．4，．5に示す．1ロ
ニーサイズもIL－3単独に比べ，　IL－3とIL－6，　SCF
とIL－3培養系で増加を認め，抗IL－6抗体によって
減少させた．
　SCF，皿、・3，　IL－6の1）NA量に与える影響
　IL－3単独，　IL－3とIL－6，　SCFとIL－3，　IL3とIL
6と抗IL－6抗体，　SCFとIL－3と抗IL－6抗体の系
においてDNA量を測定した（Fig．6，7）．　IL－3単
独では最大が32Nで，　IL－3日目L－6の培養系では最
大が64Nと増加した．しかしSCFとIL－3の系に
おいては最大が32Nで差がなかった．抗IL－6抗体
を加えた系ではDNA量は減少した．さらにIL－3単
独に比べSCFとIL－3に抗IL－6抗体を加えた系で
はDNA量は少なかった．それぞれの平均はIL－3
単独では11．52N±8．57　N，　IL－3とIL－6では16．8
4N±13．06　N，　SCFとIL－3では13．20　N±9．63　N，
IL－3と．1、L－6と抗IL－6抗体では13．16　N±9．23　N，．
SCFとIL－3と抗，IL6抗体では7．60　N±5．73　Nで
あった．
　　　　　　　　　　IV．考　　　案
　巨核球の分化成熟機構についてはWilliamsらが
two－factor　theoryを提唱し1），現在もこの観点から
解析されている．すなわち多能性幹細胞に由来する
巨核球コロニ．一形成細胞（Megakaryocyte　colony
forming　unit：CFU－Meg）が分化増殖する過程と
CFU－Megに由来する巨核球前駆細胞がen－
domitosisを繰り返し成熟し，血小板を産生する過
（4）
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Fig．　6　Ploidy　distribution　of　megakaryocyte
　　colonies　stimulated　by　IL－3，　IL－3　plus　IL－6，
　　and　IL－3　plus　IL－6　plus　anti　IL－6　antibody．
　　Differences　between　ploidy　classes　are　anal－
　　yzed　using　the　Chi－square　test．　Significant
　　differences　between　IL－3　and　IL－3　plus　IL－6，
　　and　IL－3　and　IL－3　plus　IL－6　plus　anti　IL－6
　　antibody　are　indicated　（p〈O．05）．
程があり，前者にはMeg－CSFが，後者にはMeg－
Potが必要であるとされている．代表的なMeg－Pot
としてIL－6があるが，義民球上にそのレセプターが
存在し20），その作用は巨核球に対して直接的でIL－3
存在下で強力に前核球コロニー形成と旧記球DNA
量の増加を促進する4）．
　SCFは膜透過型チロシンキナーゼレセプターに
属する。－kitのリガンドで164個のアミノ酸からな
り，膜結合型，可溶型の2種類が存在する9）．巨核球
造血に対しては単独ではコロニー形成促進作用は殆
どみられなかったがIL－3の存在下でその作用は有
意に増加した．抗IL6抗体を加えるとSCFのコロ
ニー形成促進作用は中和され，SCFの巨核球造血に
対する作用は間接的で，マクロファージ，リンパ球，
骨髄ストローマ細胞などを刺激し，IL－6が分泌され
巨核球造血を刺激すると考えられた．一方，DNA量
増加作用には有意差がなく，巨核球成熟促進作用は
明らかでなかった．SCFによってIL－6分泌が刺激
されるのであればDNA量は増加しなければならな
いが，Erickson－Millerら17）はSCFによって巨核
球造血抑制因子　（例えば　transforming　growth
factor－P：TGF－P，　platelet　factor　4：PF　4，　fi－
thromboglobulin：β・TGなど21）～24））の分泌が刺激
されると述べている．今回の実験でもIL－3にSCF
を加えた系は巨核系以外の細胞増殖が著しく（デー
タ提示せず），その影響は充分に考えられる．IL－6の
影響を中和する抗IL－6抗体を加えた系では，巨核球
DNA量はIL3単独よりもむしろ減少傾向にあっ
た．よりヒト造血幹細胞に近いCD　34陽性細胞を用
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Fig．7　Ploidy　distribution　of　megakaryocyte
　　colonies　stimulated　by　IL－3，　SCF　plus　IL－3，
　　and　SCF　plus　IL－3　plus　anti　IL－6　antibody．
　　Differences　between　ploidy　classes　are　anal－
　　yzed　using　the　Chi－square　test．　Results
　　betw en　IL 3　and　SCF　plus　IL－3　was　not
　　statistically　different　（p＞O．1）　whereas　dif－
　　ferences　in　the　mean　ploidy　value　between
　　SCF　plus　IL－3　and　SCF　plus　IL－3　plus　anti
　　Iし6antibody（p＜0．01），and　IL－3　and　SCF
　　plus　IL－3　plus　anti　IL－6　antibody　（p〈O．05）
　　were　significant．
いた報告11）12）15）16）でも，結果的には多系統の細胞へ
の分化・増殖が認められたためにSCFの巨核球造
血に対する影響が直接であるが間接的であるか判断
出来ない．またSCFのレセプター，即ち。－leit蛋
白が成熟巨核球細胞膜上にも見い出されているが，
Avrahamら13）は門門球上の。－kit蛋白と骨髄線維
芽細胞上の膜結合型SCFとの相互作用を旧い出し，
この。－leit蛋白は丁丁球の線維芽細胞による分化に
必要な巨核球と線維芽細胞の物理的な接触に働き，
巨核球成熟には影響しないと考えられている17）．し
かし，今回の実験では全骨髄細胞を用いているため，
抗IL6抗体によってSCFの面諭球コロニー形成刺
激作用は中和されたが，SCFによってその分泌が刺
激されるMeg－Pot活性のある物質がIL－6だけかど
うかは不明であり，他のMeg－Pot活性を有する或
は巨核球造血抑制作用を有する種々のサイトカイン
の抗体を用いた培養も必要であると考えられた．
　最近。－Mplリガンドが純化され，更にその遺伝子
のクローニングがされ，その巨核球造血に対する作
用が強力かつ分化・成熟・血小板放出に至るまで影
響するので真のトロンボポエチン　（throm－
bopoietin：Tpo）と考えられると報告され
た24）～27）．巨核球造血が単独のTpoに影響されてい
るのか，複雑なサイトカインネットワークによるも
のか今後さらに検討を要すると考えられる．
（5）
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V．結 語
　　1．SCFはIL－3の共存下でマウス巨核球のコロ
ニー数，サイズを増加させたが，DNA量は増加させ
なかった．
　　2．SCFのMeg－Pot活性は抗IL－6抗体によっ
て中和された．
　　3．SCFの巨核球造血に対する作用は間接的で，
マクロファージ，リンパ球，骨髄ストローマ細胞な
どを刺激し，IL－6が分泌され巨核球を刺激すると考
えられた．
　　4．SCFは巨核球造血抑制因子（例えばTGF一β，
PF　4，β一TGなど）も分泌刺激し，門戸球DNA量
は増加させないと考えられる．
　　5．SCFの巨核球造血に対する作用はIL－6のみ
でなく，他のMeg－Pot活性を有する或は巨核球造
血抑制作用を有する種々のサイトカインを介するの
か今後更に検討を要する．
　　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし
た伊藤久雄教授，代田常道講師，林治博士に感謝の
意を表しますとともに，核DNA量定量の御指導を
頂きました本学外科小中千守助教授，柴沼弘行先生，
ならびに御協力頂きました内科学第三講座の教室員
各位，実験助手野本さい子女史に感謝申し上げます．
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